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Abstract of DE19628928 
The invention concerns sofcd supports (5) for 
analytical measuring processes, satd supports 
being substantias^ composed of an inert soltd 
earner material on vrtitch hydropntfic 
measurement regions (2) are separated from one 
another by a hydrophobe coating (1 ). al least ten 
measuring points per cm<2> being applied 1o the 
support. The invention -further concerns a 
process for prepanno these supports, and their 
use in the fields of diagnosis, active substance 
screening, combinatorial chemistry, plant 
protectors, toxicology and environmental 
protection. 
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0 Feste Trager fur anaiytische MeSverfahren, ein Varfahren ru ihrer Hersteliung sowie ihre Verwendurtg 

ft Die Erfirtdung betrifrt feste Trsger fur snaiytisciie MeSver- 
fabren, die im wasentifchen aufgebatf sind aus eisiem 
inertan fester) TragefmateriaS, auf dem hydrophite MeSfcerei- 
chs, durch sine hydrophobe 3«acMcr>tung voneinsnder 
geirenrrt sind, wooes mindsstans 10 MeSpunfrte pro cot 2 auf 
desrs T.-ager aufgebracbi sind. Werterhin betrifft die Erfin- 
dung eio Verfahren zur Hersteiiung der Trager, sowie die 
Verwetidung der Trager in der Diagnostic in der WirKstoff- 
suchforschursg, in dsr korrsbinaiorischer. Chemte, irr. Pfian- 
zersschutt, in der Toxikoiogie oder im Urr.weitschutzbereich. 
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Beschreibuiig 

Die Erfindung betrifft feste Trager fur analytische MeBverfahren, die ira wesentlicben aufgebaut sind aus 
esnem tnerten festen TragermateraJ, auf dem hydrophite MeBbereiche, die gegebencnfalis mit einer Oberfla- 
cheniadung versehen sm4 durcb mindestens eine hydrophobe Beschichtong voneinander getrennt sind, wobei 
auf dem Trager grdBer oder gieich 10 MeBpuakte pro cm 2 aofgebracht sind, Weiterhin betrifft die Erftndung eic 
Verfahrea zur HersteBung der Trager, sowie die Verwendung der Trager to der Diagoostik, ia der Wtrkstoff- 
suchforschung, in der kombinatorischea Chemie, im Pflanzensebutz, to der Toxikotogie oder ins Umweitscfcatz- 
bereich. 

Eiae Hauptaufgabe der Wkkstoffsuchforschang im Pfkmzensehutz oder in der Medtzfe ist die Ideatifszierung 
neuer Uitstrukturen und die Sntwicklung von Wrkstoffea,die aus diesen Strukturen hervorgehea 

la der kiassisehea Wtrkstoffswcbforschung wurde die btoiogische Wirfcung neuer Verbrndungea in einem 
Zuf alls-Screening am ganzea Organismus beispielswetse der Pfianze oder dem Mikroorganismas getestet Dabei 
wurden kompiexe In-wtro- mid to-vrvo-Testraethodea emgesetzt, rait denen pro ]ahr but eintge bundert Sub- 
stattzen getestet werden koanten. 

Die bioiogische Testung war dabei gegenuber der Syataesecheraie der Uraitserende Faktor. 

Durcb die Bereitsteiiaag moiekularer Testsystexae, die b der Molekuiar- und Zelibioiogie eniwickelt warden, 
bat sich die Situation drastisch veraodcrt Diese taotekularett Testsysteme wie beispielsweise Rezeptorbiaduags- 
assays, Enzymassays oder ZeS-ZelliBteraktioftsassays fassen sich in der Regel gut in Mikrotherpiatten ia Reak- 
tfoturvolamea zwischea 50 bis 250 ul ciurchruhren and eiafach aatomatisieren. Die Aatomausjerong and Miniatu- 
nstereng dieser Testsysteme ermogSicht einen hohen Probendurchsatz. Durcb diese EBtwidduag Sassea sich 
groBe Zahien verscbiedeaer Cbem&aiien auf cine moghche Verweadung als Lehstruktur in der Wirkstoffsuch- 
forscnung testers. 

Eia moderaes aotomausienes Test system ermogticht ia einem Masseascreeaiag die Prfifung voa 100 000 and 
mehr Chemtkafien pro Jahr auf thre bfologische Wirkung. MtkmtiterpJattenassays werden sehr baufk verwen- 
det,da sse in der Regd geringe Kosten verursacbea, sehr skfeer und wenig sxoranfallig sind. 

Um die Leistuagsfahigkeit dieser Testsysteme voi! aussehopfen zu koanen, wurdea und werden immer mm 
Festpfaaseasynthesen ia der kombmatorischen Chemie entwickelt 

Die korabinatorische Chemie ermogh'cht die Syn these einer breiten Vieifah unterschiedHcher chemischer 
Verbindungen, sogenannter Sabstanzbibliothekea. Dies gilt insbcsoadere, wean sich die kombiaatoracbe Che- 
mie der automatisierteu Festphaseasymhese bedieat (s.z.K Oberstcbtsartikel L Med Chem. i 994, 37, 1233 tmd 
1994, 37, 1385). Die Synihese an der Festpbase bat dea Vortefl, daS eine groBe Vteizahl as Verbindungen 
syathetisiert werden fcdaaen uad dafi Nebeaprodukte and SberschOssige Reaktaatea leioht entfemt werden 
kormea, so daS eme astfwendige Reinigung der Produfcte nicht notwendig ist 

Durch die Vieteahi der syathetisiert en Verbinduagea in der kombioatoriseben Chemie kaan die Leistuagsfa- 
mgkett modemer automatssierter Testsysteme voa Seite der ChemikaiieEvieifalt voii ansgenatzt werden. Da 
aber im Gegensatz zur klassischen Wtrkstof&yathese die zu untersucbendea Chemikaiiea bei der Syatbese 
mitteis kombiaatoriscber Chemie nicht ia befiebiger Menge zur VerfSgung stehen, karm aufgnmd der erforderli- 
cben Chemikalieomengos ia dea Testsystemca nur cine eingescbraukte ZaM voa Testsystemcn geprSft werdea 

Eta weiterer Nsehteii der vorhaadenen Testsysteme beispieisweise in da- WirtcstoffsucMorscbBng, in der 
Diagnostic tin Umweltschutz odes- Pflanzensebutz ret, daB far viele Testsysteme die benotigten Reagentien wie 
betspseiswetse Enzyme. Antikorper, Rezeptoren, Fluoreszenzfarbstoffe, radbaktiv oder sonstig markierte li- 
gaaden, Cytokine, Aktrvatoren, Inhibitoren oder sonstige Reagentien teuer, schwer herstefibar sind usd/oder 
nkkt. ia ausreicbeader Menge fur die automadsiertea Tests zur Verfugung stehen. 

In DE- A 44 35 72? wird ein Aasatz zur Reduktion der far einen Test benodgtea Reagentien beschriebea. 

Nachteii dieses Verfahrens ist, da8 der Trager fur die Messungen erst aufwendig ia einem mehrstufigea 
Verfahrea hergesteHt werden maS. 

Bin weiterer Nachteil ht, da8 die Reaktionea,die mh diesem Trigermatenai durchgefuhrt werdea k&aaen, auf 
festphasengebuadene Reaktioaea wie die Reafctantenbindung zwischen Antikdrpern, Aatigenen, Haptenen 
oder Nadeiasauren beschrinkt stad Reakttonea in Lostmg kdnaen mit dieser Methode nicht durchgefuhrt 
werden. 

Es bestaad daher die Aofgabe, tin neaes anaiytisches MeBverfahren, das ohne die genaanten Nachteile 
darchfuhrbar ist, zu entwickcfa uad fur die Wirkstoffsuchforschung, die Diagaostik, den Uatwdtschutz, den 
Pflanxenschutz, der Toxskobgie oder fur die kombiaatorische Chemie zur VerfSgung zu steSeo. 

Die gesteilte Aufgabe konnte dadurefa ge!6st werden, da8 man den eingangs beschriebenea festen Trager fib- 
das MeSverfahren verwendete, 

Hs wurde gefunden, daS die Oberfiachenspamumg. die einer weiteren Niimaturisientng der vorhandenen 
Mtkrotiterpiattentechnik zu immer kietneren Reakuonsi6chem{ » Wells) bin im Wege steht, da durcb sie m sehr 
kieinen Mikrotiterpiatteavertiefungen Krafte wie die Adhasion der Reaktionsfiussigkeit an dieX)berfiache der 
Mlkrouterpiatten oder die KapiUaricrafte eine immer groBere Rofie spiefen uad so erne BefuOung der Reakdons- 
locher and damit eme Messuag imraogiicfa jnachen. for die erfindungsgeraaBen TrSger vorteUhaft genutzt 
werden kaan. 

Unter hydrophilen MeBberdchea des Trigers sind Gebiete des Tragers zu verstehen, aef denen bzw. in denen 
nacfe Aufbnngung der Reaktionsfiussigkeit and damit der Reaktamen die Messung durchgefuhrt wird (siehe 
Nummer 2 m den Fig. ! . 3 uad 4X Sie entsprechea damh dea "WehV bzw. dea Vertief ungen der Mikrodterpiatten 
and werden nachstehend als "MeSbereiche oder MeBpunfcte* bezeichaet 

_ Die hydrophilen MeBberekbe des Tragers siad vorteilhaft von einem hydrophoben Bereich (siehe Nummer i 
m den Fig. 1 bis 4) umgeben. Dieser hydrophobe Bereich kaan aus mindestens einer hydrophoben EescSchtung 
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aafgebaut sein, die den Trager voDstandlg oder ma teiiweise nth Usterbrecbungea bedeckt Dsese Unterbre- 
dsungen (siefae Nmramer 5 in den Fig. 1 bis 4) sod vorteiihafterweise hydrophiL 

Die Kg. I bis 4 dienen der beisptethaften VerdetstJichusg der erfLndusgsgemiSsa Trager. 

Die MeBbereiche sowie die sie veaesnander treasenden hydropboben Sereicae (siehe Nammer i ia den Fig. i 
bis 4} konnen besspieisweise dureh Mikroitbograpme-, PhotoatE-, Mikrodruck- oder Mifcrostmpeltechnik s 
anfgebrachr werden oder mit Rtlfe emer Maskeateebnik aufgesprOht wenfe Aus der Herstellungstechnik von 
Druekplatten sind photochemische Verfahren befcannt, mit denes Oberfiachea voa Flatten oder Walzen geadelt 
aa bestimmten Steilen hydrophob und an anderen Stelien hydrophil gemacht werden kSnnen. Mit dieserTechnik 
iassensich beispielsweise aid etnfaebe Weise auf e'mera Trager. 2, B. auf einer Gias- oder Metabplatte, eta Raster 
von mehreren Taasend regelmiBig angeordneten hydrophilea MeSberefchen (siebe Hummer 2 in den Fig. !, 3 so 
und 4), umgeben von hydrophoben Begreuzungen (siehe Nuramer 1 in den Fig, 1 bis 4X hersteilem Dabei kdnnea 
zuaachsi ein oder mete ere hydrophobe Beschichsangen auf dea Trager aufgezogen werden und aaschJjeBecd 
die MeSbereiebe an den gswunschteo Stelien aufgebracht werden oder umgedrebt runacbst die hydrophflesi 
MeBbereiche und dann die hydrophobes Bereiche oder beides gieichzeiag aufgezogen werden. Es kooaen auch 
mehrfach hydropMc MeBbereiche an die gleiche Steile aufgeoragen werden. 15 

Fig. 2 gibt betspieihaft eiaen erfindungsgemaBen Trager m Gr58e einer Mikrodterplatte wieder. 

Die MeBbereiche konnen sine beiiebige Form haben, hevcrzugtsmd rtatde MeBbereiche. 

Die hydrophobe Beschichtung oder Besdsicctungea koanen 2usammenbangend aaf den Trager aufgebracht 
sein oder aber mrt beiiebig gestaiteten Unterbrecbangen verseben seta. Sie konnen auch als separate Bereiche 
urn die MeBbereiche Uegeo, bevorzugt sind hydrophobe Ricge, die die hydrophiiea MeBbereiche voneinander » 
trennea 

Die hydrophobe Beschichtuag bzw. Bescaichtangen soilen das Veriaafea der MeBbereiche ineraander verfein- 
deraundso erne exakie Messungeinzelner Reaktkmsansatze ermogBchea 

Priczipteli ist es rnogKch, jede beScbige AnzaM von MeBpunktec auf einen Trager aufzubringen, bevorzugt 
sind grdSer oder gfeich 10 MeBpunkte pro cm 2 , besoaders bevorzugt sind gr&Ber oder gleich IS MeBpuskte pro 25 
cm 2 , gsnz besoaders bevoraugt sind grdBer oder gleidi 20 MeSpunkte pro cm 2 . Dabei warden ReaktionsvoStarji- 
as von wenigen nlbiszn einigen ai aafgetragen, bevorzugt werden Vokraina kleiner 5 pi, besoaders bevorzugt 
kieiner oder gleich 1 p.% auf getragen. 

Die MeSpunkte fconnea m beitebigen Rastem a»f des Trager aaf gebrachs werden, bevorzugt sind qaadraa"- 
scbe oder rechtecldge Raster. » 

Der taerte fesie Trager kaan ans einer ebenen, pianarea Ptatte ernes eben solchen Bfockes oder einer Folic 
hefes iger Form und GroBe bestahen, di« gegebeiienfalis kiesae MuJden (siebe Ftg.4) an dea SteOen der 
MeBbereiche haben kaan. bevomigt ssnd plane Trager (siehe Fig. 3). Bevomigt sind reehteckige oder qwadrari- 
sche Trager, besoaders bevorzugt sind rechteckige Trager in GroSe einer Ssandardmikroteterpfette (1273 mm 
x 265 mm) oder ganx^ahlige Vielfache der Mikrotiwrplatten, die gr^jBer oder kieiner sein koafim me beispieis- 35 
weise die sogenannten Terasaki- Flatten (81 mm x 56 mm, 60 MeBpunkle^ Die bevomigte GreSe der erfin- 
dtiftgsgeajIBeR Trager h&t dea Yorteil daS die gesatnte Peripberie der automatisierten MikrodterpJattenteciarik 
ohne Umfeaa verwemlet werden kann. 

Der Trager kaan beispielsweise aus Materiahen bestehen wse Gias, Keraraik, Quarz, MetaH, Stein, Hobr, 
Kanststof £, Gamaai, Ssliciism, Germanium oder Porzelian. Die Materiaiien konnen in reiuer Fonn, als Miscbun- « 
gen, Legierangen oder Blends oder in verschiedenea Schichten oder aach Beschichtung beispielsweise rail emem 
Knnststoff oder einero Lack ztir HersteDung der erfindimgsgemaBen Trager verwendet werdea Bevoraigt 
werden traaspareate Trager a«s Quarz, Gias, Kunststoff, Germaniom oder Siiicium feergesteaX die fur afle 
visueiies Tests wie mikroskopiscbe, kamerauntentutzte, laserunterstatzte Tests geeignet sind 

Als traaspareate Kaaststoffc sind alSe amorpben Kuaststo^nateriaBea, die eiaphasig oder mebrphasig mit 45 
gieichen Brechnngsindex wie Polymere aus Acrymitril-Butadienstyrol oder mebrphasig rait uaterschiediicbem 
Bredrangsindex, feei deaea die DomSnen der Kunststofffcomponenten Bereicfae bildea, die kleiuer als die 
Weileniange des Uchts sind wie beispielsweise die BlodccopoJymere aus Poiystyroi and Butadien {sog. Porysty- 
rol/Batadieabtends) geeignet 

Als besoaders geeignete transparente Kunststoffe seien hier Poiystyroi, Stvroiacryinitril Porypropylen, Poly- 50 
carbonat, PVC (- Poivvinylcblorid), Poiyraethylmethacrylat, Polyester, Silicone, Poiyethyienacrylat, Polylacty 
Oder CeMoseacetat, Ceilulosepropionat, CeQulosebutyrat oder deren Mischungen genaant SiSicsam- oder 
Gern-afjiuiHtrager eigaen sidi besoaders far Aswendungen, bei deneti eme Detektioa oder iadukdon der 
Reaktion abernahes fn/rarotlicht erfotdertidb ist 

Der erfindungsgemiBe Trager kaan auch in Form ernes Transportbandes ausgefuhrt sein, das bei Automati- ss 
sierang der Assays an den Bescbickungs-, Inkubadons- oder Detektbnsstationen vorbeiJaufen kann 

Ein Verfahren zur Herstdiursg der erfindungsgemaBen Trtger gcht beispielsweise von Keransik-, Quarz- oder 
Glasplattea ans. Der Trager wild dazu stweckmlSigerweise zunichst mit einera Rekiguagsmittd beispielsweise 
einem Alkohol einem alkaiischen Reiniger oder etnem saoxen Reiniger wie Reacalc* (enthalt Taut Angabe der 
Fiona Cheraotec GmbH, Phosphorsanre und Tenside) gesaubert Zur Verbesserung der Reinigang kann diese «> 
vorteilbafterweise m einem Ultrasdtallbad vorgsnomraen werden. S r ach der Reinigung wtrd der Trager direkt 
oder sach SpSlung mit Wasser imd/oder AJkohoi oder mit einem Alkohol/Wassergeraisch getrockneL Die 
hydrophobe BescKichttmg des Tragers erfolgt beispielsweise mit einer l%tgen Hexadecyi-triHiethoxy-silanld- 
snsag in einem LSsaagsiaittei wie Isopropanot'HaO (9 : 1) mit HSfe eisier StempeltechniL Der Stempd wird karz 
auf den Giasobjekttrlger zum Aufbringen der l%ig«n Hexadeeyi-trimemoxy-silanlosuag gedruckt. Auschlie- 65 
Bend wird der Trager getrooknet Vortetlhaf serweise wird der Glastrager bei erbShtea Temperatureo, das hdBt 
bei Temperataren groBer SO^C getrocknet Vorzugsweise wird der Trager aach Trockaaag noehmak zur 
Bitfetauag von eberschussigem Hexadecyi-trimemoxy-silan gespult beispielsweise mit daer Alkobol/Wasser- 
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raischung wie Iscpropaool/HzO (9 : 1). 

Gegebenenfalis wird mit dieser Slercpeltechnik eine zsisatsdiche Oberflachenladung im Bereich der >phi- 
len MeSpurtkte asifgeferaeht Diese GberfiScheniadung kann beispkiswdse durch das Aufbringea voa I .Ren, 
sauren oder basischen Polymeren wie Polylysin oder sauren oder basischen Molekulen erzeugt warden 

Zuro Aufbringea von Profeenmateriaf and Reagenzien eigsten stch alie Metboden, die FlussJgksiii. .ngen 
zwiscbea wenigea nJ und wenigen pi dosieren konnen, wie betspieisweise Tecbniken, die in TmienstraMdrackern. 
sogeaaante Ink-Jet-Technologie (siehe DE-A4024544) oder in. der DurchfiuB-Zytoraeirie, in sogeaannten 
Zeilsortem (He-ran, PX, Wheeiess, LL, Quantitative Single Analysts and Sorting, Science 1977, 198, 149— 157) 
verwendet werden. Die TropfenbiMung kann dabei mit mezoctektrischer Zertropntag {Ulirascbail), psezoeiek- 
trischer Tropfenausschieuderung oder Aussddeuderung durch Verdampfung (Ink-Jet-Techcik) erfolgen. Es 
konnen System* mit pcnnanenter Tropfenerzeugang oder Systerae, die Tropfen auf Anforderung erzeugen, 
verwendet werden. 

Mit diesen Techiuken konnen eiazeme Tropfchen exakt dosiert and geziek aaf die ektxelnen hvdrophilea 
MeSpunkte der Muitj-Auaiysen-Oberflache des Tragers pteziert werden, indera zuia Beispiel der Triger unter 
einer oder mehreren parallel angeordneten DGsea 5 eatsprechend dem Takt der dosierten Flusssgkeit mid 
entsprecfcend dens vorgegebeaea Raster bewegt wird Ebeaso kann auch die Doservorrichttifig betspieisweise 
aus mindesteas einer Duse fiber dem Triger eatsprechend dem Takt der dosierten Flussigkeit und eatsprechend 
dem vorgegebeaea Raster bewegt werdea. 

Es konnen mit diesen Tecbniken, fails erforderfkb, verschiedeae Reagentien und/oder einzcine ZeSea an die 
vorgegebenea Orte (« Meflpunkte) auf der Trageroberflache plaziert and zur Reaktion gebracht werdea Von 
Vortefl ist. daS bei dea erfmdungsgemaB bevorzugten kieinen Votenina im Bereich. von einigen NaaoOter bis zu 
weaigen Microliter etne Vermiscbung der Reaktaaten durch Diffusion sehr rasch esntritt, so daS cine besondere 
mechaaische Miscbvorrichtting nicht notwendig 1st Es konnen auch vox der Zugabe von Rossigkeststrdpfchea 
zur Darchfuhrung der eigentiichea Analyse gewisse liganden, z. B. Proteine oder Nacieiusaarea, auf dem 
Trager in adsorbierter oder chemheh gebundener Form vor der Zudosiernng der MeBproben and der Reagen- 
den bereits voriiegea 

Wekere Vorieile der erfsndirngsgemaflen Trager siad die Eiasparung an Substanzen wie beispiekweke an zu 
testeaden Cbemtkalien, aa Enzymen, an Zellen oder sonstigen Reaktaaten, an Zeh dweh erne wertere Steigerang 
gegebenenfalis automatisierter paralleler Reaktioosaasatze. an Platz- and Personaibedarf, durch eine weitere 
Mmiaturisierung der Reaktionsaasatze and dadurch letztlicb auch an Geld 

Die auf den Trig-era abgelegten Tropfchen konnen auch in Form von Geltropfchen auf den Triger auf 
gebracht werden, die sreh gegebenenfalis anschfieBend verfesdgea und so die Verdunstung der Reaktionsflflssig- 
keitverringera. 

Die Yerdunstung der Reaktioasflussigkeit (siehe Mummer 3 in d«n Fig. 3 und 4) kann auch durch uberscbich- 
tung mit einer hydropboben FKssigkeit (siehe Nummer * ta den Fig. 3 und 4), wobei die bydrophobeBeschich* 
tung oder Bescbichtungen wie ein Anker wirkea verringert werden (Fig. 3 und 4% Bevorzugt zur Uberschich- 
tattg werden niedrigviskose Ole wie SOikoadle verwendet 

Die Vefdunstaag kann aacb durch Inkubation der Trager in einer aahezu wasserdampfgesittigtea Atmospba- 
re reduzsert werden. 

Durch Kuhiung der Trager kann die Verdumtung ebenf alls reduaert werden. 

Es kdsnen einzeme der geaannten Eksaente zur Verminderung der Verdunstting verwendet werden oder 
deren Kombinatbaeit 

Die erfrnduspgemiBen Triger eignea scb prinapieS fur aile heute in Mikrotiterplatten durchgefuhrtes 
Analysenmethoden, wie beispielsweise kofortmetrische. flaorimetriscbe oder densstometriscbe Methodea. Dabei 
kSnaea die Lichtstreuung, Trubung, wellealafigeaabbangige Uchtabsorption, Ruoreszeaz, Luaaneszeaz, Ra- 
maa-SU-euuag, ATR { ~ Attenuated Total RefiectioaX Radioaktmtat, Isotopeniaarkjeruag, pH-Verindenmgen 
oder lonenverschiebuagen vorteilhaft alleine oder in Korabination genutzt und gemesseo werden, um bier nur 
einige der njog&hen MeSgrdBea zu nennen, 

Als mog&he auf dea erSndungsgema8en Tragern durebfubrbaie Aaalysenmetboden seien bier die Bindung 
voa Antikorper an Antigeae, die Wechsehvirkung zwisdiea Rezeptorcn und liganden, die speziftsche Spaltung 
voa Substratmoiekuies durch Enzyme, die Pobymeme-Kettenre;Uctioa fPCR"^ Agglutfeattonstests oder die 
Wechselwirkuag zwischen verschiedenen oder gieichen Zelltypen wie Enzymassays, Trtrationsassays wie Vtru- 
stitranonsassays, Erythrozyten- oder Plattcheaaggregationsassavs, Aggiutinatsjosassays mit Latexkugelchen, 
EUSA-{« Eniyme-lMced smmimosorbeDt assay) oder RiA~ ( = Radiounmunoassay} genannt 

Die esTssduEgsgemaBeo Trager kooaea beispielswctse in der Diagnostik, ta der Wirkstoffsuchforschong, in 
der kombmatorischen Chemte, im Pfianzenscbatz, in der Toxiki>togie, iia Umweltschutz betspieisweise bei 
cytotoxikologiscben Tests, iu der Medizin oder derBiocfeemie eingesetzt werden. 

Die erfiadusgsgemaBen Trager sind besonders fur das Massenscreening geeigaet 

Besonders geeiguet siad die erfSndungsgemaSen Triger fur ^le modemen bilderf asseoden uad bildauswertea- 
des AnaK/sensysteme. 

Die folgeaden Beispieie dienea der weiteren VeranschaaRchung der Erfmdung, obne sie in irgendeiaer Weise 
einzaschrai±ea. 

Beispiel 1 

HersteHung eines erfinduagsgemaSen Tragers aus einern Glasobjekttr&ger 
Zuaacftsi wwde der Glasobjekttrager silt einer 20%>gen waBrigen LSsurtg eases satiren Retnigers (Reacalc*, 
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Firma Chemotec GmbH) in einem UltrascbaJkaacbbad 10 Msnuten gereiaigt An$cb£e0end wurde der Glasob- 
jekttrager mit Wasser and danach mit absoSutem Ethanol gespuit und fcei ca. 23* C getrocknet 

Mit einem Mikrostempel wurde auf dera hydrophilen Trager die hydrophobe Beschicfatang in Form von 
hydropboben Ringen (siehe Fig. 1 bis 4) aufgebracht Zur Aufbrmgung der bydrophoben Schicbt wurde eine 

1 Voige Hcxadec>1-trimeihoxy-silarJ5sung in Isopropaaol/H?0 (9 : 1) verwecdet Der indie Siiaaiosung getauch- 
te StempeS wurde kurz — ca. 5 sec — aaf den Trager gedruckt und anschlieBend wurde der Triger 15 Minutcn 
bet iOO^C getrocknet Gberschussige SUaalosung wurde durch Eintauchen des Tragers fur ca, 1 Minute in 
Isopropasoi/HjO (9 : 1 )vom Trager entf erst & warden zweiTypea von Sterapeii ztim Aufbringen von I2bzw. 
25 MeSpurJcten pro Quadratzentimeter verwendet 

Beispiel2 

Protease-lniubitor-Assay rah dea erfindungsgemaBen Tragera 

Mit einem nach dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren hergestellten Trager wurde ein Protease-inhibi- 
tor-Assay durchgerubrt 

in einer Kammer mit gro&er 95% reiativer Laftfeuchngkeit warden mit einem Mlkro-Doaersystem von der 
Fsrraa Microdrop. Norderstedt, auf einem wie oben beschriebea hergestcllten ObjekttrSger 96 Probes mit 
jeweiis i 00 nl einer Ldsung von FluorescemisotbiocysHat-raaridertem Casein (20 fig/mi) in 10 mM Tris/HO-Paf- 
fer (pH S3) aufgebracht Die Anordnung der Reakbonstropfchen erfoigte entsprechend der darch dea Slerapel 
aufgebrachten, hydropboben Bereiche (= Sperrschkhten) in 8 Reihen and 12 Spaiten in einem Raster voa 2 x 

2 mm. Die Breite der hydrophobes Ringe war jeweiis 0,4 mm. 

AnschlieSecd wurde Je 1 nl verschtedener Protease-Inbibstorea in einer 1 mM Konzentratkm in 10 mM 
THs/HQ-Puffer (pH 85} mit dem Microdrop-Oerat m den Reaktbasproben zagegebea Die Zssgabe erfoigte 
exakt in die vorher aafgebrachte rlaoreszcnzraarkierte Caseinlosimg. AIs ftontrolle wurde ein NasoDter 1 0 mM 
Tris/HO-Puffer (pH 84) verwendet 

Zum SchluB warden iOnlder Protease Trypsin in eioer Konzentration von 10 mg/mf in Tris/HCl-Puffer (pH 
8,5) zur Reaktlon gegeben. 

Die Reaktionstropfchea warden anschSeBend zar Reduktion der Verdunstung entweder mit Minerals*, Sfli- 
konol oder mit ParafSn-Oi, das mit dem Microdrop-Dosienystem aufgebracht wurde, abgedeckt 

Nach 30 Minutes Imcubationszeit wurde der Assay gemessen. Mterzu wurde voa der Objekttragematerseite 
mit Hilfe eines Snvert-Fiuorsszenzmikroskops mit linear poiarisiertem Licht an Bereich von 450 bis 485 nm 
Fluoresxenz angeregt and im Bereich von 515 bis 530 nm detektiert Znr Detekrion dieste eine kOhlbare 

Es wurde die Anisotropie der Polarisation der Caseinmofekfile nach folgenden Gleicbusgec besdmmt: 

A — ^ss^kx^ti-Z^hmallal (D 

IssnJcreeht + 2 X Ipaxallel 



P a ?jg.safra?.sft£.,.", , J pagaXJeA (II) 

"seafcrecat + -parallel 

tiierbei bedeutet: 
A die Anisotropie 
P die Poiarisatioo 

f ? »r»i)«i die gemessene Intensitat des Fluoreszenz-Lichtes bei einer Polarisation parallel zar Poiarisadon des 
Anregmgsiicbtes und 

ls«akr«A< die gemesseife intensitat des Fluoreszenz-Lkbtes bet gekreuzten PoiarisabonsfiltenL 

Die Anisotropie ist em Ma8 fur die rotatorische Diffusrionskonstante von MoiekOlen and kaan ais MaB zar 
Abschatiung der hydrodyoamischen MolekulgroSen eingesetzt werden (G. Weber, Bbchemic, Vol 51, 1952, 
145-155). 

Wurde das Fluorescein-isothiocyanat-markierte Protein von der Protease gespaiten, so wurde eine Polarisa- 
tion im Bereich von 50 bis 75 x I0 -3 gemessen, Wurde die Protease Trypsin khibiert, so wurde eine Polarisation 
groBer 150 x 10 -3 gemessen. 

Zur paralleka Auswertung aller 96 Reaktionsansatze wurde mit einem Objektiv aus einer Stereo-Lupe das 
gesamte MeSfeid mit den % MeSpunkten gieichzeitig erfaBt end mit eioem Bildverarbeittingsprogramm ausge- 
wertet 

BeisptelS 

Protease-Inhibitor-Assay mit 1536 paralfeles MeSpunkten 

Es warde ein TrypsmTflbibitorassay wie unter Beispiei 2 bescbrieben mit 1 536 parailelen MeSpunkten auf der 
GroSe eseer Mjkroti«rpla«e (siehe Kg, 2} durchgefuhrt 



Patentaasprikshe 

i Fester Triger f&r analytische MeBverfahren, tier im wesendichen aufgebaut ist aus einem taertea festea 
TfSgefmateriat attf dm hydrophae MeShereiehe, die gegebeoenfafls mit deer Obcrfl&chaiiadung verse- 
hm sind, (lurch raiadesteus cine hydrophobe Beschichtoig vonei&ander getreaat sind. wobei aaf desa 
Triger grdSer oder gietcfc lOMeBpunkte pro cm* aufgebracht siad. 

2. Fester Triger nach Aisspracfe \> dadurcfa gekennzeicfanet, daS die hydrophilea Mefibereicse durca 
miadestens erne darehgeheade hydrophobe Besdaefctiaig TOaetoaader getreent siad. 
3v Fester Triger each Ansprucfa i, dadardi gekeanzeichaet, daB die aaf dera Triger aufgebrachteti hydro- 
phiien MeBbemche dutch aaterbrochene hydrophobe Bererche voneinacder getrennt stocL 

4. Triger nach dec Aasprfichea Ibis 3, dadurch gekennzeichaet, daB mas als Tragerroateria! Ola% Keramik, 
Quarz, Metaii, Stela, Kuaststoff, Gaaimi, S2fci«m oder Porzeilaa verweadet 

5. Trager naca den AasprOehea i bis 4, dadarch gekeniaeichnet, daB man dsn transpareates Tragenaateriai 
ausgewahlt aus der Gruppe Glas, Quarz, SiScium oder Kuaststoff verweadet 

a Verfahrea zur HersieJktng esses Trigers geraiB dea Aasprachen ! bis 5, dadardi gekenazeichnet, daB 
mas dea Triger aat raindestens emer aydropfaobea Bescfcieiitung versieht uad die bydfopbiieE MeBberei- 
die mittels Mikroiidiograpaie-, Paotoatz-, Mikrcdredc- oder Mikrostempeltedinik aaiforingt 

7. Verfahrea Bar HersteSuag ernes Tragers gemaB dea Anspruehea 1 bis 5, dadurca gekeaaaefcksek daB 
mm etoea fiydropbilea oder bydropiuKsierten Trager Battels M&rofithograpfeie-, Pboto&ts-, Mikrodradk* 
oder Mikrostenipekechniic in. der Weise mit atiadesteas emer hydrophobea Beschjcbtaag versieht, daB 
vonetaaoder getrenate bydropbik MeBberekhe entstehea. 

8. Verfahrea sur Hersteiiuag eiaes Tragers aach Anspnieh 6 oder 7, dadurch geieeazescbaet, daB staa in 
dea bydropbika MeSbereichea des Tragers zusatzSch eiae Oberfladienkduag aafbriagt 

9. Asalytisehes MeSverfahren dadurch gekennzeichnet, daB man auf esnera Trager gemaB dea AnsprSefeea 
1 bis 5 flSssige Analyseaprobea, die gagebeaeafaBs mit ctoer hydrophobea Sebicbt abgedeckt werdea 
kooaen, ia dea hydrophiiea MeBberefcben aafbriagt uad aaalysiert. 

10. AsMyttscbes MeBverfahrea aach Anspruch 9, dadurch gekeaazeidbaet, daB maa die aaafrytisehe Ues- 
song ia aaheza wasserdampfgesittigter Atmosphire durcMuhrt 

1 1. AaaSytkches MeBverfahrea aach Anspruch 9 oder 10, dadurch gefceaa^ieboet, daB man die aaalytiscfee 
Messung aater Kfihlung des Tragers durchfohrt 

Vt Verweaduag eiaes TrSgers gemaB dea AasprOchea 1 bis 5 to der Diagnostic, ia der ^Irkstoffsuchfor- 
schang, m der komhtoatorischea Chemie, 5m Pflaazenscbatz, to der Toxikotogie oder im UmweitsdwJzbe- 
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